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RESUMEN  
 
 
Los microorganismos indicadores de calidad en leche son utilizados principalmente para 
determinar el crecimiento de patógenos que puedan afectar la calidad de los productos 
lácteos, Staphylococcus aureus es utilizado como microorganismo indicador de calidad en 
leche, ya que puede determinar la presencia de microorganismos patógenos como 
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Enterobacter aerogenes que disminuyen la 
calidad de los productos lácteos; causando con ello pérdidas económicas en el sector 
lechero. Se determinará la presencia de Staphylococcus aureus coagulasa positiva para 
validar el método de número más probable (NMP) en leche cruda de muestras tomadas de 
los 14 municipios del departamento de Risaralda. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1. INTRODUCCIÓN 
 
La leche ha sido un alimento de gran importancia para el hombre desde la domesticación de 
los animales y el comienzo de la agricultura de pastoreo. La leche y sus derivados 
pertenecen al grupo de alimentos de mayor riesgo en la salud pública, ya que sus 
características de composición favorecen la proliferación microbiana (1)(2). La leche es un 
producto natural cuyo origen en la glándula mamaria es normalmente estéril o con muy 
baja carga bacteriana, pero en la práctica es difícil mantener esas condiciones y la 
contaminación siempre va a estar presente al ser obtenida de la ubre de la vaca (3)(4). La 
leche cruda puede variar su composición entre diferentes especies y dentro de la misma 
especie por efecto de factores relacionados con la raza, intervalo entre ordeños, cuartos de 
la ubre, estaciones climáticas, alimentación, enfermedades, temperatura ambiental, edad 
(etc.) (5)(6). La calidad de la leche cruda puede deteriorarse debido a un manejo 
inadecuado de los utensilios de ordeño, transporte o adulteración, aumentando la carga 
bacteriana y propiciando propiedades indeseables de acidez, rancidez o agriado (7)(6). 
Entre el aumento por carga microbiana, el principal factor de enfermedades en bovinos se 
da por mastitis bovina; la mastitis bovina es una inflamación en el área de las glándulas 
mamarias que es debido principalmente a una infección microbiana (8)(9). Esta infección 
microbiana es la causa más importante de pérdidas en la industria de los lácteos, y se deben 
principalmente a la baja producción, baja calidad y altos costes de producción; aunque 
varios patógenos bacterianos pueden causar la enfermedad (10)(11).  
 
Staphylococcus aureus es el principal agente responsable de la mastitis contagiosa bovina, 
y es muy difícil de erradicar dada la amplia gama de factores de virulencia que contribuyen 
a la capacidad de las bacterias para sobrevivir en el huésped (12)(13). Staphylococcus 
aureus es un microorganismo muy patógeno, responsable de un espectro amplio de 
manifestaciones clínicas, que van desde infecciones cutáneas superficiales como 
forunculosis y foliculitis, hasta infecciones graves como neumonía necrosante, 
osteomielitis, bacteriemias y endocarditis, este se caracteriza; además, por poseer una 
enorme capacidad de adaptación a los antimicrobianos adquiriendo mecanismos de 
resistencia a la mayoría de ellos, en particular a la meticilina, lo que complica aún más el 
contexto (14)(15)(16). Staphylococcus aureus en leche cruda, funciona como correcto 
indicador de calidad, este es determinado por el método de número más probable (NMP), 
siendo este un método de detección principal en el control de la calidad microbiológica; 
este método indicador funciona para detectar otros microorganismos que alteran la calidad 
de los alimentos como los mesófilos aerobios, hongos y levaduras, patógenos como 
Salmonella sp., Listeria sp.; en los que otros métodos detectan e identifican los 
microorganismos anteriormente dichos en la validación dentro de un laboratorio (17)(18).  
 
 
2. MARCO TEÓRICO 
2.1. Características de la leche cruda  
La leche cruda está compuesta principalmente por agua, proteína, grasa, lactosa, vitaminas 
y minerales. Estos componentes son los que determinan la calidad de la leche cruda y 
pueden variar según la raza del animal, las condiciones ambientales y el tipo de 
alimentación que se le ofrezca al animal. La proporción de agua en la leche cruda varía 
entre el 85,3 y 88,7% (p/p), con proteína equivale entre 2,3 y 4,4 % (p/p) y la lactosa entre 
3,8 y 5,3%. La grasa fluctúa entre 2,5 a 5,5% (p/p), y es considerada la variable más 
importante para la industrialización de la leche; un porcentaje más alto de grasa, indica que 
leche cruda es de alta calidad, además es una variable que incrementa el valor económico 
de la leche cruda (4)(19). 
 
2.2. Análisis microbiológico de la leche 
Para que la leche cumpla con los estándares de calidad indicados para el consumo humano 
es necesario que la calidad de la leche provenga del ordeño de vacas sanas bien 
alimentadas, con cantidad y calidad apropiada de componentes sólidos como la grasa, la 
proteína, la lactosa, las vitaminas y los minerales libre de olores, sedimentos, sustancias 
extrañas, residuos químicos e inhibidores, libre de bacterias causantes de enfermedad, y con 
un mínimo de carga microbiana y células somáticas (20)(10). La inocuidad de la leche 
cruda, se mide según el número de bacterias por mililitro de leche en ausencia de 
inhibidores microbianos y el conteo de células somáticas con respecto a la contaminación 
de la leche por bacterias, esta inicia con una flora que se encuentra adherida a la pared del 
canal del pezón y concluye con los microorganismos presentes en el ambiente que entran en 
contacto con la leche después de ser extraída de la ubre; estos inhiben su crecimiento a los 
4ºC. Por último, el contenido de células somáticas en la leche, se relaciona con la 
inflamación de la glándula mamaria, producto de un golpe, desarrollo de patógenos o a un 
mal manejo del ordeño, instalaciones inadecuadas y al proceso en general del ordeño 
(12)(4).  
 
2.3. Descripción microorganismo de estudio  
2.3.1. Staphylococcus aureus coagulasa positiva 
 
Staphylococcus aureus se caracteriza por ser coco  Gram positivos de 0.5-1.5 µm de 
diámetro, generalmente se encuentran microscópicamente aislados en pares, tétradas o 
formando racimos irregulares. Es positiva para catalasa y la catalasa que genera convierte el 
peróxido de hidrógeno en agua y oxígeno. Tiene la función de reducción de nitratos. Se 
reproduce asexualmente por fisión binaria. Son inmóviles, facultativamente anaerobios, no 
formadores de esporas, generalmente no capsulados o con limitada formación de cápsula 
(21)(22). Este microorganismo coloniza con frecuencia la piel y membranas mucosas sin 
causar infección y no invade la piel sana, pero mínimas roturas de la barrera cutáneo-
mucosa le permiten penetrar en los tejidos y causar una gran variedad de infecciones y 
cuadros clínicos debidos a la producción de toxinas. La coagulasa es secretada en forma 
extracelular y reacciona con una sustancia presente en el plasma denominada “factor de 
reacción con la coagulasa (CRF)” para formar un complejo que, a su vez, reacciona con el 
fibrinogeno para formar fibrina (formación de coágulos) (23)(24). 
 
Casi todas las cepas producen un grupo de enzimas y citotoxinas que incluyen 4 
hemolisinas (alfa, beta, gamma y delta) nucleasas, proteasas, lipasas, hialuronidasas y 
colagenasa; y la principal función de estas proteínas sería convertir tejidos del huésped en 
nutrientes requeridos para el desarrollo bacteriano (26). Los factores de virulencia pueden 
dividirse en tres categorías funcionales: factores que median la adhesión de las bacterias a 
las células huésped; aquellos que producen daño en los tejidos; y aquellos que protegen 
contra las bacterias y los antibióticos sistema inmune del huésped (27)(15).  
 
La adhesión a las células epiteliales es el paso inicial en el proceso de la infección por S. 
aureus; la unión a diversos componentes de la matriz extracelular, tales como el 
fibrinógeno, fibronectina y colágeno permiten que las bacterias colonicen los tejidos 
dañados y, Factor de aglutinación A, se considera uno de los más importantes factores de 
adhesión y se ha identificado como un factor de virulencia en un modelo de endocarditis 
(27)(14).  
 
S. aureus producen una amplia variedad de exoproteínas, incluyendo hemolisinas que 
contribuyen a su capacidad para colonizar y causar la enfermedad en huéspedes mamíferos 
(25)(21); por ejemplo, la α-hemolisina es el más estudiado de las citotoxinas en S. aureus, 
la toxina β es una esfingomielinasa expresado por la mayoría de las cepas aisladas de 
infecciones  bovina intramamaria, pero rara vez por los aislados humanos. Se ha informado 
de que ambas toxinas aumentan la adherencia de S. aureus a las células epiteliales 
mamarias (8).  
 
La cápsula ha demostrado promover la virulencia de S. aureus en varios modelos animales 
de infección. Las cepas de S. aureus encapsuladas son más resistentes a la fagocitosis de 
cepas no encapsuladas, y permitir que las bacterias permanezcan en los huéspedes 
infectados. A pesar de que la producción de factor de virulencia de S. aureus ha sido 
ampliamente descrito, muy pocos estudios se han hecho donde describen la virulencia 
principal de factores fenotípicos de las cepas de S. aureus aisladas de mastitis bovina 
(27)(12).  
 
2.4. Descripción método de estudio 
2.4.1. Método de número más probable (NMP)  para Staphylococcus aureus 
 
Este número es calculado a partir de la observación del crecimiento respecto a la aparición 
de turbidez, en cultivos en caldo duplicados, inoculados con porciones de un ml de 
diluciones decimales de la muestra. Las cifras que representan resultados positivos con 
crecimiento en tres diluciones sucesivas, suelen denominarse número significativo (28). El 
método de NMP consiste principalmente en determinar la presencia o ausencia sea positiva 
o negativa de atributos específicos de microorganismos en copias obtenidas por diluciones 
consecutivas a partir de muestras de lácteos. Se basa en el principio de que una única célula 
viva puede desarrollarse y producir un cultivo turbio (29).  
 
El método requiere la realización de una serie de diluciones en serie de la muestra de 
cultivo, en un medio líquido adecuado para el crecimiento de dicho organismo de un 
volumen diez veces mayor. Luego, se incuban las muestras de esos tubos y, pasado un 
tiempo, se examinan los tubos. Aquellos tubos que recibieron una o más células 
microbianas procedentes de la muestra, se pondrán turbios, mientras que los tubos que no 
recibieron ninguna célula permanecerán transparentes (30). 
 
El NMP para Staphylococcus aureus funciona específicamente para recuperar células 
estresadas de S. aureus utilizando cloruro de sodio que actúa como agente selectivo para S. 
aureus permitiendo el desarrollo de este microorganismo e inhibiendo la flora 
acompañante. El piruvato de sodio actúa para prevenir la muerte celular por la acumulación 
de peróxido de hidrógeno (H2O2) durante el desarrollo aeróbico. El piruvato aumenta la 
recuperación de células estresadas ya que actúa como intercambiador en la degradación del 
H2O2 (31).  
 
2.5. Generalidades sobre la validación 
2.5.1. Validación 
 
Se fundamenta en establecer evidencia documentada que suministre un alto grado de 
aseguramiento de que un proceso específico producirá consistentemente un producto que 
cumpla con sus especificaciones y atributos de calidad predeterminados (32)(33). También 
la validación debe confirmar que el método se comporta de forma adecuada en todo el 
rango de concentración habitual y en las matrices de ensayo a realizar; por ello, es 
necesario especificar las características antes de realizar la validación (34). Es esencial, 
entonces el conocer el método a validar y su aplicabilidad; es decir, su analito, 
concentración y la matriz en las cuales se desea utilizar (35)(36).  
 
Validar un proceso se fundamenta en realizar sistemáticamente los procesos de puesta a 
punto del mismo, mediante el seguimiento de las siguientes fases (37): 
 
● Planificación: Busca constituir programas temporales y listas de verificación o 
protocolos de validación con criterios de aceptación/rechazo, análisis de riesgos, 
necesidades de recursos, etc.  
 
● Calificación del diseño: La evaluación de nuevas instalaciones, sistemas o equipos 
es  el primer elemento de la validación. Se deberá demostrar y documental la 
adecuación del diseño a las Normas de Correcta Fabricación. 
 
● Calificación de la instalación: Esta se deberá hacer en caso de instalaciones, 
sistemas y equipos nuevos o modificados. La calificación de la instalación incluirá, 
entre otras cosa, lo siguiente: 
 
- Demostración de la instalación de equipos, conducciones, servicios e 
instrumental respecto a diagramas y especificaciones actualizadas de Ingeniería. 
 
- Recopilación de las instrucciones de operación y funcionamiento del proveedor 
y de las exigencias de mantenimiento. 
 
- Requisitos de calibración 
 
La calificación del funcionamiento al finalizar de forma satisfactoria, permitirá terminar los 
procedimientos de calibración, fabricación y limpieza, la formación del operario y las 
exigencias de mantenimiento preventivo. Así, permitirá la aprobación formal de las 
instalaciones, equipos y sistemas (37). 
 
● Calificación de la ejecución del proceso: Deberá realizarse una vez terminadas 
favorablemente la calificación de la instalación y de funcionamiento. La calificación 
del proceso incluirá, entre otras cosas, lo siguiente: 
 
- Ensayos, empleando materiales de producción, componentes sustitutivos 
calificados o simulaciones del producto, que se hayan desarrollado a partir del 
conocimiento sobre los procesos y las instalaciones, equipos o sistemas, 
 
- Ensayo que incluya un conjunto de ellas o una situación que contengan los 
límites máximos y mínimos de funcionamiento.  
2.5.1.1. Validación primaria 
 
La validación primaria es el establecimiento de especificaciones para el desempeño de un 
nuevo método y/o verificación experimental de que un método cumple criterios de calidad 
derivados teóricamente (38)(35). El criterio de esta tipo de validación tiene como objetivo 
importante el proporcionar toda la información posible respecto a un nuevo método, objeto 
de estudio, recobrado y/o enumeración del microorganismo diana, rangos óptimos de 
concentraciones del microorganismo en la muestra donde se obtengan los resultados más 
satisfactorios, la selectividad y especificidad (falsos positivos y negativos), incertidumbre 
de recuento (metodología y analista), y un estimado general de precisión. También,  se 
pueden analizar los requerimientos del método como tiempo y temperatura de incubación, 
pre-tratamiento de la muestra, preparación de medios y condiciones de almacenamiento 
(34)(38).  
2.5.1.2. Validación secundaria 
 
La validación secundaria es la demostración, mediante experimentos, de que un método 
establecido funciona de acuerdo con sus especificaciones, cuando lo emplea un usuario. 
Otra manera de llamarse es Verificación y es la confirmación, mediante el aporte de 
pruebas objetivas, de que se han cumplido los requisitos establecidos (35)(38). El propósito 
de la validación secundaria es establecer si el nuevo método satisface realmente las 
necesidades del laboratorio, esta fase es controlada y organizada por un laboratorio experto, 
pero se desarrolla en otros laboratorios colaboradores y tiene como objetivo principal 
observar el comportamiento del método utilizando muestras comunes, así como situaciones 
que pueden ocurrir cuando el uso del método sea extendido a la práctica (38)(34). 
Habitualmente, la validación secundaria utiliza formas simplificadas y seleccionadas de los 
mismos procedimientos manejados en la validación primaria, aunque posiblemente 
extendidas por un mayor tiempo.  
 
2.6. Parámetros de desempeño de la validación 
Para llevar a cabo la validación, es necesaria la versión final del método desarrollado, bajo 
condiciones de operación definidas; del mismo modo puede ser necesario realizarla en 
etapas previas del proceso de desarrollo. Si hay otros usos previos para el método, se debe 
llevar a cabo múltiples validaciones. Estos parámetros son las propiedades, capacidades o 
características del método en cuanto a exactitud, precisión, reproducibilidad, repetibilidad, 
sensibilidad y linealidad, entre otros parámetros (39)(40). 
2.6.1.      Reproducibilidad: Grado de concordancia entre los resultados de 
mediciones del mismo analito realizadas en diferentes condiciones de medición. 
Una declaración vital de reproducibilidad requiere que se especifiquen los cambios 
en las condiciones del analista o calibración. Estos cambios pueden incluir: el 
principio en que se basa la medición, el método, analista/observador e instrumento, 
material y patrones de referencia, ubicación, condiciones de uso y tiempo. La 
reproducibilidad puede ser expresada cuantitativamente en términos de los 
parámetros de dispersión de los resultados (desviación estándar, varianza, 
coeficiente de variación) (40). 
 
2.6.2     Repetibilidad: Grado de concordancia entre los resultados de mediciones 
sucesivas del mismo analito, realizadas en las mismas condiciones de medición. Las 
condiciones de repetibilidad incluyen: el mismo procedimiento, analista/observador, 
ubicación, instrumento y condiciones de medición. Por mediciones sucesivas se 
entiende aquellas mediciones repetidas dentro de un corto período de tiempo. La 
repetibilidad puede ser expresada cuantitativamente en términos de los parámetros 
de dispersión de los resultados (desviación estándar, varianza, coeficiente de 
variación). A la repetibilidad también se le conoce como precisión intraensayos o 
intracalibraciones (40). 
2.6.3. Especificidad: Capacidad de un método de determinar inequívocamente un 
analito/parámetro en presencia de los otros componentes de la muestra (40). La 
especificidad puede ser afectada por la presencia de interferentes como precursores 
de síntesis, impurezas, productos de degradación, entre otros. En microbiología, 
especificidad se define como la fracción del número total de cultivos o colonias 
negativas que son asignados correctamente con el método utilizado (39). 
2.6.4. Precisión: Grado de concordancia entre los valores de una serie repetida de 
ensayos, utilizando una muestra homogénea, bajo condiciones establecidas. La 
precisión puede ser considerada a tres niveles: repetibilidad, precisión intermedia y 
reproducibilidad. Dicho de otra forma, es la distribución de los valores analíticos 
alrededor de la media, que puede ser expresada en términos de varianza, desviación 
estándar o coeficiente de variación (parámetros de dispersión) (40). 
2.6.5. Linealidad: Capacidad de un método analítico para generar resultados 
directamente proporcionales a la concentración del analito o valor del parámetro de 
la muestra, dentro de un rango (40). 
2.6.6. Sensibilidad: En microbiología, sensibilidad se define como la fracción del 
número total de cultivos o colonias positivos que son asignados correctamente con 
el método utilizado. También se define como el cambio de la respuesta del sistema 
de medición en función del cambio de la concentración del analito (40). 
 
 
2.7. Análisis microbiológico de alimentos.  
2.7.1. Plan de muestreo (Recolección y/o recepción de muestras) 
 
Generalmente el plan de muestreo incluye un procedimiento de muestreo y los criterios 
decisorios que han de aplicarse al lote, basándose en el examen del número prescrito de 
unidades de la muestra y de las unidades analíticas subsiguientes del tamaño indicado en 
los métodos determinados. El adecuado diseño de este define la probabilidad de detección 
de microorganismos en un lote, pero debe tenerse en cuenta que ningún plan de muestreo 
puede asegurar la ausencia de un determinado organismo. Los planes de muestreo deberán 
ser administrativa y económicamente factibles (41)(37).  
 
En particular, la selección de planes de muestreo deberá tener en cuenta: 
 
- Los riesgos para la salud pública asociados con el peligro. 
 
- La susceptibilidad del grupo de consumidores destinatario. 
 
- La heterogeneidad de distribución de los microorganismos cuando se utilizan planes de 
muestreo con variables. 
 
- El nivel de calidad aceptable y la probabilidad estadística deseada de que se acepte un lote 
que no cumple con los requisitos  
 
El método de muestreo deberá definirse en el plan de muestreo. El tiempo que transcurra 
entre la toma de las muestras de campo y su análisis deberá ser lo más breve 
razonablemente posible y, durante el transporte al laboratorio, las condiciones (como por 
ejemplo, la temperatura) no deberán permitir que aumente o disminuya la cantidad del 
organismo de que se trata, de forma que los resultados reflejen –dentro de las limitaciones 
establecidas en el plan de muestreo – las condiciones microbiológicas del lote (33).  
2.7.2. Técnica de muestreo (Tratamiento de la muestra) 
  
Inicialmente la muestra debe de estar rotulada de manera adecuada, con la firma o las 
iniciales del personal de muestreo; el informe deberá presentar los siguientes detalles:  
 
● Lugar, fecha y hora de muestreo 
● Nombres y designaciones del personal de muestreo 
● Método de muestreo preciso; si hay diferencia con respecto a la norma NTC 666  
● La naturaleza y el número de unidades que constituyen el envio, junto con los 
códigos de los lotes, si se utilizan  
● Número de identificación y el código del lote donde se tomaron las muestras  
● De ser necesario, el sitio al cual se van a enviar las muestras  
● Si es posible, el nombre y dirección del productor o comerciante, o las personas 
responsables del empaque del producto.  
 
Los materiales y constituyentes de los recipientes para la muestra deberán brindar una 
protección adecuada y no provocar cambios en la muestra que puedan afectar los resultados 
de los análisis posteriores. El tiempo para el envío de las muestras al laboratorio deberá ser 
el menor posible, preferiblemente un máximo de 24 h. El producto (leche cruda líquida no 
esterilizada) se deberá almacenar en el transporte a una temperatura 0°C a 4°C, en un 
tamaño mínimo 100ml (18).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3. FORMULACIÓN DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACIÓN 
 
En Colombia, existen diversas fuentes de alimentación pecuaria, la leche es uno de los 
alimentos más importantes a nivel económico en países ganaderos, gracias a la gran 
cantidad de nutrientes que poseen los productos lácteos, estos se convierten en la principal 
fuente de almacenamiento de microorganismos (42). Las prácticas realizadas por los 
ordeñadores generalmente no están vigiladas y al no cumplir con los estándares de calidad 
apropiados, los productos lácteos obtienen gran cantidad de microorganismos patógenos 
que pueden alterar las capacidades organolépticas del producto, así como la salud de los 
consumidores (43)(44). Por ello, se busca realizar procedimientos en los laboratorios de 
análisis; sean de alimentos, fármacos o cosméticos,  que impliquen una reducción de costos, 
menor gasto de tiempo, confiabilidad en los resultados y aún más importante es el tratar de 
cumplir requisitos, sean normativos gubernamentales o los que permiten el reconocimiento 
en laboratorios; como las NTC o ISO, el cual al llevarse a cabo permite en cumplimiento y 
promueve la acreditación de un laboratorio. El logro de estas acreditaciones por medio de 
las normas NTC o ISO, se debe de tener en cuenta respecto a la variedad del procedimiento 
a seguir, dentro los que se encuentra la estandarización y documentaciones técnicas y/o 
métodos de análisis que se dan lugar dentro del laboratorio.  
 
De lo anterior se justifica que es imprescindible el implementar la validación de los 
métodos más frecuentes en los laboratorios utilizados para el análisis, dentro del que se 
encuentra microorganismos que puedan alterar la calidad de alguna materia prima, como la 
detección de Staphylococcus aureus en leche cruda, que es realizado por el método de 
número más probable (NMP), siendo este un método de detección principal en el control de 
la calidad microbiológica; sin dejar al lado otros microorganismos que alteran la calidad de 
los alimentos como los mesófilos aerobios, hongos y levaduras, patógenos como 
Salmonella sp., Listeria sp.; en los que otros métodos detectan e identifican los 
microorganismos anteriormente dichos en la validación dentro de un laboratorio.  
 
Es por ello que para realizar la validación del método de número más probable (NMP) para 
la identificación de Staphylococcus aureus coagulasa positiva, se analizarán muestras de 
leche cruda, la cual es materia prima de muchos derivados lácteos, estando presente en la 
leche cruda por la inadecuada práctica de ordeño por parte de los ordeñadores o la no 
limpieza y desinfección adecuada de los equipos de ordeño automático  
 
 
 
 
 
 
 
4. OBJETIVOS 
4.1. Objetivo general 
 
● Realizar la validación del método de número más probable (NMP) para la 
identificación y recuento de Staphylococcus aureus coagulasa positiva, en muestras 
de leche cruda como indicador de calidad.  
 
4.2. Objetivos específicos 
 
● Identificar la presencia de Staphylococcus aureus coagulasa positiva en leche cruda 
por el método de número más probable (NMP). 
 
● Evaluar la repetibilidad de la técnica de número más probable (NMP) en muestras 
de leche cruda mediante 3 repeticiones sucesivas realizadas en las mismas 
condiciones de medición. 
 
● Evaluar la reproducibilidad de la técnica de número más probable (NMP) en 
muestras de leche cruda mediante 3 repeticiones sucesivas realizadas en diferentes 
condiciones de medición. 
 
 
 
 
 
 
 
 
5. MATERIALES Y  MÉTODOS 
 
Para poder llevar a cabo la validación de la técnica de número más probable (NMP) para la 
identificación de Staphylococcus aureus coagulasa positiva, es necesario realizar pruebas 
para evaluar los medios de cultivo a trabajar, la verificación de los equipos y la 
documentación de todo el proceso de validación del método. El tipo de estudio a realizar es 
descriptivo – analítico, con un aproximado de 30 muestras aleatorias simples y se realizará 
en las instalaciones de la Universidad Libre seccional Pereira, en los Laboratorios de 
Microbiología y Fisicoquímica. 
 
Para llevar a cabo la validación del método se procederá de muestras de leche cruda, 
recolectadas de hatos lecheros certificados y no certificados de los diferentes municipios 
del departamento de Risaralda tomada por técnicos de saneamiento de la Secretaría de 
Salud de Risaralda, Colombia, a las cuales se les realizará el análisis de Staphylococcus 
aureus coagulasa positiva por número más probable (NMP) de acuerdo al protocolo 
descrito por  ISO 6888-3: 2003(corrección 2004) (41) que se explicará a continuación: 
 
5.1. Control de calidad de medios de cultivo 
Los medios de cultivos a utilizar en los ensayos de laboratorio deben pasar por diferentes 
controles, en los que están incluidos: control macroscópico, control de pH, control de 
esterilidad y control de eficacia, en los que se medirá la productividad y selectividad del 
medio del cultivo mediante evaluación por método ecométrico.  
5.1.1. Control macroscópico 
 
Se realizará mediante un examen visual en la consistencia del medio (líquida o sólida), su 
color y apariencia (transparente, turbio, con o sin precipitado) y si estas descripciones 
corresponden a las especificaciones del medio con la ficha técnica de estos.  
5.1.2. Control de pH 
Se tomará de la muestra del medio preparado a una temperatura determinada y se 
introducirá en el pHmetro. El valor que arroje debe corresponder al indicado en la ficha 
técnica del medio.  
5.1.3. Control de esterilidad 
Se servirán cajas petri con el medio Baird Parker y demás a utilizar, del total de las cajas o 
tubos se retirarán el equivalente al 10% de la totalidad de ellas.  
5.1.4. Prueba de selectividad y productividad 
En un medio de cultivo, su composición química debe proveer los requerimientos 
nutricionales básicos para los microorganismos, sin embargo un medio de cultivo debe de 
cumplir con dos características importantes: 
 
● Productividad: Esta hace referencia a la formulación básica del medio, de tal 
manera que favorezca el crecimiento de microorganismos con las características 
microscópicas y macroscópicas esperadas. La productividad es una variable de 
interés ya que se trabaja con ella en el desarrollo de nuevos medios, por lo que se 
espera que los aportes nutricionales sean equilibrados para obtener el crecimiento y 
la producción de metabolitos de interés.  
 
● Selectividad: Este hace referencia a la formulación del medio respecto a su 
capacidad de excluir o eliminar microorganismos acompañantes e indispensables 
que pueden de alguna manera obstaculizar el crecimiento de los microorganismos 
objeto de análisis.  
 
● El análisis ecométrico establece la eficiencia con la cual un medio de cultivo es 
adecuado para recuperar una cepa o aumentar la inducción de crecimiento y 
desarrollo, mediante la comparación que se realiza entre el microorganismo que 
crece fácilmente en el medio (referencia o prueba) y un microorganismo que no 
crece en el medio (interferente).  
5.1.4.1.  Método ecométrico: 
 
● Se preparará una suspensión del microorganismo prueba y una del microorganismo 
interferencia en solución salina y se llevará a una concentración aproximada al tubo 
1 de la escala de Mc Farland (3*10^8) 
 
● Se tomará los medios pruebas (agar Baird Parker y caldo infusión cerebro corazón) 
y el medio control (Agar tripticasa de soya)  
 
● Se dividirá la base de los medios en 4 cuadrantes. 
 
● Con un asa calibrada se tomará el microorganismo blanco y se sembrará por estrías 
(5 en cada cuadrante y una en el centro de la caja) sin retomar muestra, en el medio 
de prueba. 
 
● Con un asa calibrada se tomará el microorganismo interferente y se seguirá el 
mismo procedimiento de siembra en la segunda caja del medio de prueba y 
posteriormente en el medio control. 
 
● Se llevará a incubar a 37° C +/- 2 durante 48 horas  (33). 
 
Medio de cultivo Baird Parker para prueba ecométrica. 
 
Microorganismo de referencia: Staphylococcus aureus coagulasa positiva 
Microorganismo de interferencia: Escherichia coli 
Medio de control: Agar tripticasa de soya 
Temperatura de incubación: 37°C +/- 2 
Tiempo: 48 horas 
 
 
 
Figura 1. Método ecométrico para Medio Baird Parker de Staphylococcus aureus 
5.1.5. Control de ambientes 
Durante el proceso de validación, es necesario llevar a cabo control de ambiente por el 
método de sedimentación, en medio, Plate Count para mesófilos aerobios y Sabouraud para 
hongos y levaduras.  
5.1.6. Control a equipos 
 
Es de suma importancia que durante el proceso de validación de métodos microbiológicos 
llevar a cabo el debido mantenimiento y calibración de los equipos de los que se hará uso 
diario para la realización de dichos métodos. 
 
Para la muestra se realizará los análisis de repetibilidad y reproducibilidad para número 
más probable (NMP), para el método se realizará 3 repeticiones, y las respectivas siembras 
de cada dilución se realizarán por duplicado. Las condiciones de evaluación serían: 
 
● Evaluación de la repetibilidad: 
 
-  En el mismo tiempo, las mismas condiciones, entiéndase iguales medios de cultivo, 
iguales implementos y equipos e igual analista. 
 
● Evaluación de Reproducibilidad: 
 
- A diferentes tiempos, bajo las mismas condiciones y el mismo analista. 
- En el mismo tiempo, las mismas condiciones y diferentes analistas. 
 
5.2. Verificación de los métodos 
 
5.2.1. Análisis de Staphylococcus aureus coagulasa positiva en muestras de leche.  
 
5.2.1.1 Método de enumeración  
 
El método está basado en las siguientes etapas: 
 
● Inoculación de un medio de cultivo líquido selectivo con diluciones decimales 
sucesivas del producto. 
 
● Incubación de los tubos inoculados a 37°C en anaerobiosis* durante 24 h y 48 h. La 
presencia de estafilococos coagulasa positiva presuntivos es indicada por la 
reducción del telurito de potasio. 
 
*En este procedimiento se logra la anaerobiosis mediante la formación de un tapón de agar 
o parafina o jarra en condiciones de anaerobiosis. 
 
● Inoculación por superficie del medio de cultivo agar Baird Parker a partir de los 
tubos positivos presuntivos incubados durante 24 h y el resto de los tubos de 48 h. 
 
●  Incubación de las placas a 37ºC durante 24 h y 48 h. La presencia de estafilococos 
coagulasa positiva presuntivos es indicada por la reducción del telurito de potasio y 
la reacción de la yema de huevo.  
 
●  Confirmación de las colonias típicas y atípicas por la prueba de la coagulasa. 
 
 
5.2.1.2. Medios de cultivo, soluciones, reactivos para propiedades bioquímicas y equipos.  
 
● Agua peptona bufferada (BPW)  
● Solución salina peptonada (SFP) 
● Solución agar  
● Agar Baird Parker  
● Agar fibrinógeno plasma de conejo  
● Solución de telurito de potasio al 1%  
● Solución de yema de huevo (aproximadamente al 20% o de acuerdo a instrucciones 
del fabricante) 
● Caldo cerebro, corazón infusión (caldo BHI)  
● Plasma de conejo  
● Autoclave 
● Estufa de incubación 37°C +/- 1°C  
● Baño maría o aparato similar capaz de mantener la temperatura a 44°C, 47°C y 
37°C  
● pHmetro de exactitud 0.01 a 25°C +/- 1°C  
● Pipetas de 1ml de capacidad graduadas en intervalos de 0.1ml  
● Ansas de platino-iridio o níquel-cromo de aprox. 3 mm de diámetro y ansas de 
punción del mismo material, o equivalentes estériles descartables. 
●  Tubos de ensayo, botellas o frascos de capacidad apropiada, en particular de 16 mm 
x 160 mm y tubos de hemólisis.  
●  Placas de Petri de vidrio o plástico de 90 a 100 mm de diámetro. 
● Espátula para cortar el agar 
●  Jarra de anaerobiosis 
 
 
5.3 Procedimiento  
 
5.3.1. Dilución y homogeneización de la muestra  
 
● La muestra se agita manualmente antes de iniciar la prueba 
 
● Se verifica que el recipiente en el que lleguen la muestras se encuentres limpios y en 
buenas condiciones antes de abrirlo, para luego abrirlo de forma aséptica.  
 
● Cada muestra de leche se pasará 100 ml a un frasco tapa azul estéril, se agita 
manualmente y se dejará reposar por 1 minuto (Obteniendo así la dilución 10
-1
). 
Procurando que la temperatura del diluyente y la ambiental sean similares.  
 
● Se transfiere con una pipeta de 1 ml de la suspensión inicial de muestra de leche en 
un tubo con 9 ml de agua peptonada y telurito de potasio (obteniendo así la dilución 
10
-2
) y someter a agitador mecánico durante 5 segundos para homogeneizar 
adecuadamente. Y hacer suspensiones en base 10 hasta lograr 10
-6
, haciendo por 
duplicado cada dilución.  
 ● Luego para cada dilución se forma cuidadosamente el tapón de parafina. Después de 
24h-48h de incubación a 37°C se observa si hay precipitado oscuro en el tubo, 
siendo este presuntivo para S. aureus. 
  
5.3.2. Recuento en placa en superficie de Staphylococcus aureus coagulasa positiva  
 
● Se remueve cuidadosamente la parafina de cada tubo, se toma 0.1ml de cada 
dilución y se agrega en la superficie de la caja petri con agar Baird Parker, este 
procedimiento se realizará por triplicado.  
 
● Se extiende la muestra con un asa estéril sobre el agar  
 
● Se tapan las cajas y se deja absorber la muestra durante unos 15 minutos a 
temperatura ambiente  
 
● Se invierten las cajas y se llevan a incubar a 37°C  ± 2°C durante 18 - 24 h.  
 
● Después de 24 h  ±2 h de incubación, se marcan en las cajas las colonias 
características típicas (de 1 a 1.5mm de diámetro, negras o grises, brillantes y 
convexas, redondas de una zona clara) y atípicas. 
 
5.3.2.1. Confirmación: prueba de la coagulasa  
 
De la superficie de cada colonia seleccionada remover un inóculo con asa aguja y transferir 
a un tubo con caldo cerebro, corazón infusión (caldo BHI), incuba a 37°C ± 2 durante 24 h 
± 2. Asépticamente agregar 0.1 ml de cada cultivo en 0.3 ml de plasma de conejo (al menos 
que otra cantidad sea especificada por el fabricante) en un tubo de hemólisis estéril. Incubar 
a 37ºC ± 1ºC. Inclinando el tubo observar la formación de coagulo después de 4 h a 6 h de 
incubación. Si la prueba es negativa reexaminar después de 24 h de incubación. Considerar 
un resultado positivo si el cultivo produce al menos una reacción +3 de acuerdo al puntaje 
de la figura 2, las reacciones de +1 a +2 son consideradas como intermedias. Como control 
negativo para cada lote de plasma agregar 0.1 ml de caldo BHI estéril a 0.3 ml de plasma de 
conejo e incubar sin inoculación. Para que la prueba sea válida el control negativo no debe 
mostrar signos de coagulación. Registrar como positivo cada tubo desde el cual al menos 
una colonia es confirmada con la prueba de coagulasa positiva. 
 
 Fig. 2. Puntaje de la prueba de la coagulasa  
 
Negativo (-): no hay evidencia de formación de coagulo 
Positivo +1: coágulos pequeños y desorganizados 
Positivo +2: un coágulo pequeño organizado 
Positivo +3: un coágulo grande organizado 
Positivo +4: La totalidad del contenido coagula y el coágulo no se desplaza cuando el tubo 
es invertido. 
 
5.4. Expresión de resultados  
 
5.4.1 Método de enumeración  
 
5.4.1.1 Selección de las diluciones 
 
Para cada dilución inoculada en el medio líquido, se registra el número de tubos positivos 
en los cuales se confirma la presencia de Staphylococcus coagulasa positiva.  
 
5.4.1.2. Selección de resultados positivos para el cálculo de número más probable 
(NMP). 
 
Hay combinaciones de tubos positivos con una probabilidad de aparición mucho mayor que 
otras. La categoría 1 corresponde a los resultados de probabilidad más alta, mientras que los 
resultados de la categoría 3 son raros y no son fáciles de reproducir. Los peores casos son 
los resultados de la categoría 0, deberían considerarse con un alto grado de desconfianza. 
Asumiendo que los resultados del análisis son correctos, debería esperarse que el 95% de 
las combinaciones correspondan a la categoría 1, el 4 % a la categoría 2 y el 0.9% a la 
categoría 3 y solamente el 0.1% a la categoría 0. En la tabla 1 del Anexo se explican con 
más detalles las categorías. 
 
Por consiguiente, se aplican las reglas siguientes: 
 
● Se selecciona la combinación de tres diluciones consecutivas con un perfil de 
categoría 1 para obtener el índice de NMP. Si se obtiene más de una combinación 
con perfil de categoría 1, se utiliza la que tenga un mayor número de tubos 
positivos. 
 
● Si no se encuentra ninguna combinación de categoría 1, se utiliza la que presente un 
perfil de categoría 2. Si se obtiene más de una categoría con perfil de categoría 2, se 
utiliza la que tenga un mayor número de tubos positivos. 
 
● Si no se encuentra ninguna combinación de categoría 2, se utiliza la que presente un 
perfil de categoría 3. Si se obtiene más de una categoría con perfil de categoría 3, se 
utiliza la que tenga un mayor número de tubos positivos. 
 
5.5. Cálculo y expresión de resultados  
 
5.5.1. Número más probable (NMP) de Staphylococcus aureus 
 
Seleccionar tres diluciones consecutivas de acuerdo a las diluciones de la muestra y 
determinar el NMP entrando en la tabla 1 del ANEXO 1. Utilizando el índice de NMP 
determinado en la tabla 1, se determina la cantidad más probable de microorganismos en el 
volumen de referencia. El resultado se expresa cómo el número más probable de 
Estafilococos coagulasa positiva por gramo o mililitro. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
6. CONCLUSIONES 
 Se realizó la respectiva revisión bibliográfica de la técnica de número más probable 
(NMP) para Staphylococcus aureus coagulasa positiva basada en la ISO 6888-3 de 
2004 para valorar los parámetros de reproducibilidad y repetibilidad del método. 
 
 De la respectiva revisión, es importante para los laboratorios de análisis 
microbiológicos el desarrollar técnicas que originen confiabilidad de los resultados, 
lo cual se llevaría a cabo a través de la validación del método, permitiría así 
conseguir exponer resultados puntuales, lo que proporcionaría al laboratorio lograr 
estándares de calidad alto. 
 
 Referente a la normativa ISO 6888 - 3 (2004) se pudo orientar la metodología del 
proyecto ya que sus datos son específicos y confiables logrando enfocar los pasos 
adecuados para una correcta validación.  
 
 Partiendo de la revisión bibliográfica consultada, es importante determinar la 
presencia de Staphylococcus aureus coagulasa positiva en la leche cruda debido a 
las condiciones ambientales en las que crece el microorganismo se puede 
determinar la presencia de microorganismos patógenos que puedan afectar la 
inocuidad y la calidad de la leche, afectando tanto al consumidor como a la industria 
lechera. 
 
 La continuidad del proyecto en laboratorio permitiría las condiciones del 
Laboratorio de Microbiología de la Universidad Libre, y así con la validación poder 
estandarizar los parámetros de la técnica de número más probable (NMP) para 
Staphylococcus aureus coagulasa positiva.    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
7. ANEXOS 
 
Tabla 1. Índice de NMP y límites de confianza (95%) cuando se utilizan tres porciones 
analíticas de 1ml, tres de 0.1ml y 0.01ml (41). 
 
Número de resultados positivos  
Índice de 
NMP 
Categorías 
(b) 
Límites de intervalo de 
confianza (95%) 
Límite 
inferior 
Límite 
superior 
0 0 0 <0.20   0.00 0.94 
0 0 1 0.30 3 0.01 0.95 
0 1 0 0.30 2 0.01 1 
0 1 1 0.61 0 0.12 1.7 
0 2 0 0.62 3 0.12 1.7 
0 3 0 0.94 0 0.35 3.5 
1 0 0 0.36 1 0.02 1.7 
1 0 1 0.72 2 0.12 1.7 
1 0 2 1.1 0 0.4 3.5 
1 1 0 0.74 1 0.13 2 
1 1 1 1.1 3 0.4 3.5 
1 2 0 1.1 2 0.4 3.5 
1 2 1 1.5 3 0.5 3.8 
1 3 0 1.6 3 0.5 3.8 
2 0 0 0.92 1 0.15 3.5 
2 0 1 1.4 2 0.4 3.5 
2 0 2 2.0 0 0.5 3.8 
2 1 0 1.5 1 0.4 3.8 
2 1 1 2.0 2 0.5 3.8 
2 1 2 2.7 0 0.9 9.4 
2 2 0 2.1 1 0.3 4 
2 2 1 2.8 3 0.9 9.4 
2 2 2 3.5 0 0.9 9.4 
2 3 0 2.9 3 0.9 9.4 
2 3 1 3.6 0 0.9 9.4 
3 0 0 2.3 1 0.5 9.4 
3 0 1 3.8 1 0.9 10.4 
3 0 2 6.4 3 1.6 18.1 
3 1 0 4.3 1 0.9 18.1 
3 1 1 7.5 1 1.7 19.9 
3 1 2 12 3 3 36 
3 1 3 16 0 3 38 
3 2 0 9.3 1 1.8 36 
3 2 1 15 1 3 38 
3 2 2 21 2 3 40 
3 2 3 29 3 9 99 
3 3 0 24 1 4 99 
3 3 1 46 1 9 198 
3 3 2 110 1 20 400 
3 3 3 >110       
 
(b) ver tabla 2  
 
Tabla 2.  
 
Categoría (a) Definición  
1 
Cuando el número de bacterias de la muestra es igual al valor de NMP hallado, 
este resultado es de los que tienen mayor probabilidad de obtenerse. Como 
mucho, hay un 5 % de probabilidad de obtener un resultado que es menos 
probable que el de menor probabilidad de esta categoría 
2 
Cuando el número de bacterias de la muestra es igual al valor de NMP hallado, 
este resultado es de los que tienen una probabilidad de obtenerse menor que 
incluso el resultado menos probable de la categoría 1, pero hay en el mejor de los 
casos solamente un 1% de probabilidad de obtener un resultado que es menos 
probable que el de menor probabilidad de esta categoría.  
3 
Cuando el número de bacterias de la muestra es igual al valor de NMP hallado, 
este resultado es de los que tienen una probabilidad de obtenerse menor que 
incluso el resultado menos probable de la categoría 2, pero hay en el mejor de los 
casos solamente un 0.1% de probabilidad de obtener un resultado que es menos 
probable que el de menor probabilidad de esta categoría. 
0 
Cuando el número de bacterias de la muestra es igual al valor de NMP hallado, 
este resultado es de los que tienen una probabilidad de obtenerse menor que 
incluso el resultado menos probable de la categoría 3. Solamente hay un 0.1% de 
probabilidad de obtener un resultado de esta categoría, incluso sin que se haya 
cometido ninguna incorrección.  
(a).  Antes de comenzar los análisis, debería decidirse que categoría se va a aceptar, es 
decir, solamente la categoría 1, la 1 y la 2 o incluso la 1, la 2 y la 3. Cuando se vaya a 
tomar una decisión de gran importancia en base a los resultados, solamente debería 
aceptarse la categoría 1, o en todo caso la 1 y la 2. Los resultados de la categoría 0 
deberían considerarse con un alto grado de desconfianza. 
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